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を与え、同時記録の局所電場電位(Local field potentials、以下 LFP)にてけいれん誘発の有
無を確認した。その際、種々の周波数および時間率（duty ratio）で光刺激を与え、発作が誘
発される確率を検討した。けいれん発作によって活性化する領域を知るため、一回の誘発
発作後に Immediate early gene である c-Fos を用いた免疫組織化学的検討を行った。また、
本現象がトランスジェニック動物に特有でないことを示すため、Adenoassociate virus 
(AAV)-5 をベクターとして野生型 Wistar rat 海馬へ局所注入による ChR2V の遺伝子導入を
行い、同様の光刺激によって発作が誘発されるか検討した。 
さらに誘発される発作波の時間空間的動態を明らかにするため、海馬長軸に並行に 150µm
間隔、16 点計測の多点電極を挿入して、発作誘発下で LFP を記録した。けいれん発作中




作が誘発されたのは周波数 10Hz-20Hz および時間率 0.05 のときであった（100%， 10 試行
中 10 回）。既存の電気刺激によるけいれん誘発と異なり、刺激による電気的アーチファクト
の混入がないためけいれん発作誘発中のLFP観察において発作波出現が観察可能であっ
た。一回の誘発発作後に c-Fos は左右の海馬全体に発現していた。AAV-5 ベクターで
 ChR2V を導入した個体でも同様の光刺激によってけいれん発作が誘発されることが確認さ
れた。なお以上のけいれん誘発によって死亡した個体は無かった。 
海馬長軸方向に多点記録電極を留置して記録した LFP の GC 及び coherence 解析によっ
て、本現象は 3 つの状態に分けられた。すなわち 1，光刺激前の安静状態； 2，けいれん開
始時に見られる光刺激側から遠位側に優位な GC と coherence の上昇； 3，けいれん終了








































































脳機能解析分野）より提供を受けた ChR2V-TG を用いた 20)。マウス Thy-1.2 プロモータ下
流の XhoI site に ChR2V タンパクの DNA フラグメントを挿入したベクター（8.1 kbp、5µg/ml）
を前核期の Wister ラット受精卵に注入して作成した (図 1A)。本ラットと遺伝子組み換前の
家系である Wistar rat と交配した transgene-positive の個体を用いた。 ゲノムタイピングは
4 週齢までに尾のサンプルを用いて DNA 抽出を行い、ChR2V の DNA シークエンスから作















れの脳内部位と留置座標との関係は Paxinos-Watson の rat atlas に沿ってブレグマより(海





力はファイバー断端断面で 2-25mW であった。刺激タイミング、持続時間は Powerlab（AD 
instrument 社）で行い、電気生理学的シグナルは増幅器で 1000 倍増幅を受け Multichannel 




光刺激のパラメータは、周波数について 5、10、20、40Hz 及び持続刺激の 5 種類、時間率
 （duty ratio）について 0.02、0.05、0.1、0.3、0.5、0.7、0.9 の 7 種類を定義し、周波数と duty 
ratio の組み合わせで 4x7＝28 種類及び持続刺激を加え 29 種類の刺激パラメータを用いた。
光量，刺激時間は25mW、10secに固定した。刺激と刺激の間には5分以上の間隔をおいた。
また 1 個体のラットでの光刺激は 30 回以下とした。各パラメータの組み合わせ、刺激順番は
ランダム化され、計 10 匹のラットが本実験に使用された。海馬内でそれぞれ 10 回ずつの刺
激を行い、けいれん誘発頻度及びけいれん活動の持続時間、時間周波数分析を行った。 
 
ウィルスベクター作成： 前述の ChR2V-TG と同じく ChR2 遺伝子を神経細胞に導入するた
め、AAV-5 をベクターとした。ウィルスベクターは共同研究者である富田浩史（東北大学加
齢医学研究所国際高等融合領域研究所）より提供を受けた AAV-５を用いた。ChR2V タン
パクをコードする遺伝子断片を 6P1 プラスミドに EcoRI-HindIII 部位に導入し、synapsin プロ
モーター部位を Thy1.2 と同様に神経細胞で非選択的に翻訳されるプロモーター領域であ
る hybrid cytomegalovirus enhancer/chicken beta-actin（CAG） プロモーターへ置換し、
pAAV-RC とプラスミドを塩化カルシウム法で 293 細胞へトランスフェクションして培養の後、
ウィルスを回収した 22)。 
対象動物： 研究 1 と同じ ChR2V-TG および Wistar ラットを用いた。これは前述のトランスジ
ェニックラット作成時のオリジナル系統である。ウィルスベクター注入時で 7 週齢、200g の雄
個体（n=3）を用いた。注入後 4-8 週の個体を用いて光刺激実験を行い、その際の体重は
280-340 g であった。 
定位脳手術： 脳内部位（海馬中隔側）と留置座標との関係は Paxinos-Watson の rat atlas
に沿ってブレグマより(海馬中隔側; -3.6 AP, 2.5 ML, -2.5 DV)へ挿入した。ウィルスベクタ
ーの脳内注入には既に報告されている微小注入法を用いた 21)。 
 光刺激及び電気生理学的記録： 研究1と同様の機器を用いた。光刺激パラメータは研究 1
で規定された至適パラメータに従って選択した。すなわち周波数（5, 10, 20 Hz）及び duty 
ratio（0.05, 0.1, 0.2）である。 
後発射閾値測定： 1-2MΩ の単極電極を双極スチール鋼電極と組み合わせ（PlasticOne
社）たものを用いた。後発射閾値は中隔側海馬で測定された。刺激装置（SEN-3301、
SS-102J；日本光電社）を用いて単相矩形波（1.0ms パルス幅）を 60Hz，1.0 秒間の条件で双
極電気刺激を行い、同時に局所電場電位（local field potential, LFP）を前述のパラメータと
同様に記録した。段階的に 50µA より 30 分ごとに 30％ずつ刺激の電気刺激強度を高めてい
き、最初に後発射が誘発された刺激強度を後発射閾値と定義した。 
研究 2：本モデルの現象特性及び海馬長軸方向の時間空間的動態の解析 
対象動物： 研究 1 と同じ ChR2V-TG を用いた。 
定位脳手術： 海馬以外も含めたてんかん活動に関係するとされる脳内部位について、本
モデル発作波の誘発効率を比較した。部位として視床前核、扁桃体、感覚運動皮質を選ん
だ。留置座標との関係はそれぞれ Paxinos-Watson の rat atlas に沿ってブレグマより(海馬中
隔側; -3.6 AP, 2.5 ML, -2.5 DV), (視床前核； AP, -1.8mm; ML, 1.5mm; DV, -4.0mm), 
(扁桃体；AP, -3.0mm; ML, 4.5mm; DV, -7.5mm) and (感覚運動皮質；AP, 2.0mm; ML, 
3.0mm; DV, -1.0mm)とした 21)。12-18週齢、240-300gの個体（雄：雌=1：2）を用い、与えた刺
激は 10 Hz の周波数及び duty ratio 0.05 であり、刺激回数はそれぞれの部位で計 12 回以
上（1 個体につき 4 回以上）となるようにした。 
また発作波が生じた際に賦活される細胞領域を検討する目的で、ChR2V-TG に対して研究
1 と同様の手法を用いて光ファイバー融合電極を海馬中隔側へ留置し、発作波を一度だけ






10 Hz の周波数及び duty ratio 0.05 である。 





組織切片作成： 賦活される細胞領域の検討について、けいれん誘発刺激から 1 時間後に
ラットはペントバルビタール（80mg/kg）腹腔内投与により深麻酔とした後、経心臓的にリン酸
緩衝生理食塩水及び 4％パラホルムアルデヒドで潅流を行った。潅流後ラット脳を取り出し






行った。本実験においては ChR2V-TG 海馬中隔側へ刺激した。直線的な金属上に 150µm
間隔で 16 点の多点記録部位を持つ電極を用い（Plexon 社）、海馬側頭葉側の歯状回門へ
 海馬長軸に並行になるよう挿入した。中隔側への光刺激によって誘発される発作波を側頭
葉側で記録し解析を行った。14-20 週齢、250-350g、雄：雌＝0:3 の個体を用いた。それぞ
れの個体で各 10 回のけいれん誘発を行った。（計 30 seizures）。違う部位での LFP 同士の
活動について相互の因果関係を求めるため、各電極ペアの LFP について海馬長軸方向の
GC および coherence が計算された。GC とは 2 点間の波形の因果関係（causality）を数値化
したものであり、例として A,B の 2 点間の GC は A→B と B→A の 2 つの値がそれぞれ計算
され、高い方がより電気生理学的活動の上流に位置するというものである。coherence とは 2
点間の同期の程度であり、synchrony とも表現される。 
対象動物： 研究 1 と同様に ChR2V-TG を用いた。14-20 週齢、260-340g の雌個体（n=3）
を用いた。 
定位脳手術： 研究 1 と同様に行い、光ファイバー融合電極を海馬中隔側へ留置した。さら
に直線型多点記録電極（150µm 間隔に 16 点記録を行う）を海馬側頭側へ挿入した。脳内部
位（海馬中隔側、側頭側）と留置座標との関係は Paxinos-Watson の rat atlas に沿ってブレ




数 10 Hz 及び duty ratio 0.1 で、2.7-2.8mW、30 秒間の光刺激を用いた。 
LFP 解析： 
Preprocessing： LFP 信号を解析するため、記録された信号を 1-300Hz のバンドパスフィル
ターにかけ、1000Hz のサンプリングレートに落とした。以下全ての解析に関する計算処理は
MATLAB version 15 (MathWorks 社)で行った。 
  Time-Frequency analysis： LFP パワーの時間周波数分析はウェブレット変換によって行
った。すなわち Gabor mother ウェブレット変換は以下の関数によって与えられる。 
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exp(t 2 /4 2),
 
ここで f は中心周波数であり、δ=5/f である。 
ピーク周波数はその時間ウィンドウにおける周波数解析において最大のパワーを持つ周波
数値を示す。 
GC, coherence and Granger index： 16 点の多点記録で得た LFP について、16C2 の組み合
わせの LFP ペアを得た。ミクロスケールの各電極 LFP の関係について評価するため、4 電
極分（600µm）以上離れたペアについては除外し、450µm 以下の距離間隔を持つペア同士
での GC 及び coherence を用いた。2 点の LFP 同士の原因-結果関係を示すのが GC であ
る 23,24)。例を挙げると X1 の経時的活動を解析する事により X2 の経時的活動を予測するの
に役立つ時、”X2 から X1 へ GC が存在する”と定義する。中隔側と側頭側では双方向的に




Gs t Gt s






Gt sは中隔側（septal）から側頭側（temporal）もしくは逆方向の GC を意味
しており、

Gs t Gtsである時に Granger index は正を示し、不等号が逆の場合は負を示
す。 










ここで N は LFP のペア数である。 





Xn (t)の coherence は以下のように計算される。 

Cohmn ( f ) 
| Smn ( f ) |
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Moving window： GC および coherence は 1000 ms のウィンドウ幅で計算された。100 ms 毎
の時間間隔毎に計算され、隣接するウィンドウは 900 ms のオーバーラップがある。計算する
範囲は光刺激の開始を基準として-10 から 100 sec までをウィンドウ中心が通過する区間と
した。 
Transition on a state-space： Granger index 及び coherence の経時的散布図を k 平均法ク






























また、AAV-5 ベクターをラット海馬中隔側の歯状回 hilus へ注入した Wistar rat では（図 6A）、
脳切片上でその遺伝子発現が局所の蛍光所見として確認された（図 6B）。研究 1 で規定さ
れた発作波誘発の刺激パラメータ、すなわち周波数（5, 10, 20 Hz）及びduty ratio（0.05, 0.1, 
0.2）にて海馬に光刺激を与えると、発作波が誘発された（図 6C）。 
電気刺激に対する後発射誘発閾値を ChR2V-TG 及び野生型 Wistar ラットで比較したが、2





低かった（図 8）。野生型 Wistar rat 海馬に対する光刺激は全く発作を誘発しなかった（デー
タ記載なし）。 
ChR2V-TG の 1 回のけいれん誘発で発現する c-Fos 陽性細胞の比率は海馬中隔側、側頭
側でそれぞれ歯状回、CA3、CA1 いずれの領域でも発現が確認され（図 9A）、c-Fos 陽性
細胞は誘発群で非誘発群に比して有意に高かった（図 9B）。神経回路上他の 2 部位と繋が
っている CA3 での陽性率は、発作誘発群でそれぞれ歯状回及び CA1 の陽性率と有意に正
の相関を示した(図 10A, p <0.01:CA3 vs 歯状回, p=0.043: CA3 vs. CA1)。非誘発群では
有意な相関はなかった（図 10B）。 
 さらに海馬長軸方向に LFP 多点記録を行い（図 11A）、各電極ペアの LFP について GC お
よび coherence が計算された。その結果、二つのパラメータの時間的推移は以下のような特
徴を持っていた。 
1. 海馬への光刺激時に誘発されている間は中隔側から側頭葉側へ向かう GC が優位とな
った。 
2. その後自発的な発作波が起こっている間に側頭葉側から中隔側へ向かう GC が徐々に
逆転して優位になっていた。coherence は刺激開始時から自発的、持続的活動にかけ
て上昇を続けた。 
3. coherence は発作終了直前に最高となり、終了後は誘発前のレベルへ戻った（図 11B）。
これらの GC と coherence の時間的推移は 30 回のけいれん活動の平均加算によっても




いれん終了後の resting state、2)発作波の始まりと共に coherence が上昇、中隔側から
側頭葉側へのGCが優位となる状態、3)発作波の終了に向けてcoherenceがさらに上昇
し側頭葉側から中隔側への GC が逆転して優位となる状態（図 12）。これらの状態遷移
は個体に依らず観察された。 
 




のみならず AAV-5 をベクターとして同じ ChR2V タンパクを海馬に発現させた Wistar rat に
おいても観察された。発作の誘発に対する至適パラメータが存在し、10 - 20Hz の周波数及





2 つのパラメータの変化によって本活動の 3 状態間の遷移として表現可能だった。すなわち
1)光刺激前とけいれん終了後の resting state、2 自発性の発作波出現と共に coherence が
上昇し、中隔側から側頭葉側への GC が優位となる状態、3)発作波が終了に近づくと




















ている。Thy1.2 プロモーター及び CAG プロモーターは両者共に神経細胞へ非選択的に発
現し、興奮性-抑制性細胞の区別はないとされている 20,22)。本研究のトランスジェニック動物
においてThy1.2プロモーターが用いられているが、AAVを使用した遺伝子導入においては
組み込める塩基配列サイズに限界があり、7.5 kbp の Thy1.2 プロモーターは使用不可能で














































よってオプトジェネティクスを用いた神経刺激によって 8-24 Hz の刺激は刺激部分の LFP パ
ワーを増加させることが報告されている 29)。このように比較的低周波数帯域の親和性は低閾
値発火性介在神経細胞 (low-threshold spiking interneuron)の関与を示唆する 30)。海馬に
おいては同様の役割を上昇層-分子層介在神経細胞 (oriens lacunosum-moleculare 
(O-LM) interneuron)が担っているとされる。O-LM 介在細胞は錐体細胞の遠位樹状突起に
対してシータ帯域のパターン出力を行ってシータ律動を作り出していると報告されている
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 [10] 図の説明 





図 3 A:光刺激により誘発された発作波の海馬内 LFP 記録波形。上段に活動の全波形を









特に 0.05 付近にピークを持ち、誘発頻度の大小傾向が認められる。 
図 5 海馬 LFP 記録と同時記録で行った筋電図を示す。筋電図上認められるけいれん波
形は脳内でのけいれん波形に先行したり脳内けいれん終了後も持続することはない。 
図 6 A:AAV5-ChR2-Venus ベクターによるラット海馬への遺伝子導入を示す。B:遺伝子
導入したラット海馬における Venus 蛍光(緑色)を示す。導入側に強い蛍光が見られる。C:同
ラットに対する海馬への光刺激によるけいれん誘発時の LFP 波形を示す。間欠的光刺激
 （10Hz, duty ratio=0.05, 30 秒間）によってけいれん活動が誘発され、刺激終了後自発的な
活動となり持続、終了する。 
図 7  Thy1.2-ChR2-Venus transgenic rat と野生型 Wistar ラットの電気刺激に対するけい
れん誘発閾値を示す。両者の間に有意差はない。 
図 8  Thy1.2-ChR2-Venus transgenic rat の海馬以外の脳内部位に対する光刺激によっ
てけいれん誘発の頻度を示す。海馬で高頻度に認められたけいれん活動はその他の部位
では殆ど認められない。刺激パラメータは 10Hz, duty ratio= 0.05, 10 秒間刺激である。 
図 9 A:けいれん活動による海馬内の細胞興奮性について、免疫組織化学染色による海
馬内 c-Fos 発現を示す。A:歯状回顆粒細胞層～門の細胞群に c-Fos 発現を認める。B:け
いれん誘発された群とされなかった群とを c-Fos 陽性細胞比率で比較する。中隔側、側頭
葉側の歯状回、CA3、CA1 全ての部位においてけいれん誘発群で陽性率が高い。 
図 10 CA3 と歯状回、CA1 の c-Fos 陽性細胞比率を個体別に比較したもの神経回路で連
絡するとされる CA3 と歯状回、CA1 の陽性率はそれぞれ高い相関を示している(CA3-歯状
回：p<=0.01、CA3-CA1：p=0.043)。 
図 11 海馬長軸方向での LFP 活動の因果関係を GC 解析によってその遷移を示した。A:
実験の模式図を示す。海馬中隔側へ刺激用光ファイバーを留置し、側頭葉側に海馬長軸
方向へ並行となるよう 150µm 間隔、16 点記録可能な多点記録電極を留置した。B,C: GC お
よび coherence について、単一のけいれん活動(B)及び 3 個体、30 回分のけいれん活動の
平均加算(C)の時間的推移を示す。上段は中隔側→側頭側（青）及び側頭側→中隔側（赤）
の GC について別々にプロットした図、中断は上記 2 つのパラメータについての差分（GC に
ついて青から赤を差分）したもの、下段は coherence である。D,E:単一のけいれん活動(D)及
び 30 回分のけいれん活動の平均加算(E)の時間的推移を GC, coherence を二軸にプロット
 して時間的に連続させた散布図である。k クラスター解析法で k=3 の仮定でクラスタリングし、
三色のクラスターへ分類してある。 
図 12 GC, coherence の経時的な遷移の概念図。時間経過によって本現象は 3 つの状態
間を遷移していく。すなわち 1)Resting state, 2)Epileptic seizure, 3) Seizure termination の三
つである。 
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